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【要旨】　レーザーサーミアの臨床的有効性や，その腫瘍細胞破壊の機序に関しては数々の報告がみられる．
本法により安全かつ有効な臨床成績を得るためには非侵襲的なレーザー照射，温度管理を行うことおよび最
適な表面冷却を考慮することが重要である．そこで著者はNd：YAGレーザーを用いたレーザーサーミアに
おける理想的な実験的システムを考案した．まず組織への侵襲がより少ないと考えられる非接触型プローブ
をレーザー照射に用いた．また数種類の冷却装置を考案し検討を行った結果，ガラス製chamberによる方法
および注水による方法を採択した．予備実験としてNd：YAGレーザー（20W，20分）をガラス製chamber
あるいは注水による冷却下に照射し，組織の温度分布を測定した．ガラス製chamberで冷却しスポット径
12mmで照射した場合に直径10mm，深さ6mmまでの半球状の領域が43℃の加温状態にあることが確認さ
れた．一方，注水による冷却でスポット径30mmで照射した場合には直径21mm，深さ7mmまでの半球状
の領域が43℃の加温状態にあることが確認され，これらが有効領域であることが示唆された．続いてこのシ
ステムの腫瘍抑制効果を検索するためにVX2移植家兎に対してこの条件下に週2回の照射を行った．対照
として無処置のVX2移植家兎の観察を行った．腫瘍体積の観察の結果，4週で腫瘍発育の抑制が認められた
（P＜0．10）．病理組織学的には4週で腫瘍細胞の変性を認めた．
　BrdU免疫組織化学的染色，陽性細胞数の観察の結果24時間で実験群と対照群の間に有意差が認められた
（P〈0．001）．腫瘍血管の変化についてMicroangiographyによる検索を行った結果，実験群では血栓形成，
血管の崩壊などの変化が認められた．以上より，本システムは臨床応用可能と考えられた．
緒 言
　癌温熱療法（ハイパーサーミア，以下HT）は癌の
集学治療法のひとつとして有力視されている．これ
は勿碗zo，勿漉。の生物学的研究によりその理論
が確立しているからである1）一v7）．しかし，これを有効
に用いるためには，目的の範囲を確実に加温する技
術とその温度を正確に測定することが基本的に重要
となる．近年，新しい加温法が臨床応用されてきて
おり2）8）～15），そのなかでレーザーを用いたレーザー
サーミア（以下LT）は従来のH：Tとは違った特徴
を兼ね備えたものとして，その適応が拡大されつつ
ある，口腔領域は，その複雑な解剖学的特殊性によ
り従来のマイクロ波12）14）一”16）やRF等12）14）による領
域加温のHTでは応用が難しく，特定の部位を選択
的に加温することのできるこのLTが有効と考えら
れる2）17）一’22）．現在，外科用レーザー装置としては通常
CO、とNd－YAGレーザーが高頻度で使用されてき
ているが’7）～22），狭視野の口腔内においてはoputical
fiber内を通過するNd－YAGレーザーの方が操作
性等に優れている．また現在臨床応用にみられる
LTのほとんど全て，そして基礎研究にみられる多
くのものが接触型照射法，すなわち，レーザー導光
路や温度センサーを組織内に刺入するという侵襲的
な方法をとっている．これらの外科的侵襲は患者に
とって苦痛であるばかりでなく，時に症状悪化の可
1995年1月17日受付，1995年2月7日受理
キーワード：レーザー温熱療法，非接触照射，非侵襲的温度管理，VX　2癌，冷却法．
（別刷請求先：〒160新宿区西新宿6－7－1東京医科大学口腔外科学講座蛯名勝之）
（1）
1995年5月 蛯名：口腔外科領域におけるレーザー温熱療法の基礎的研究 一　419　一
能性も有し，また癌細胞の遠隔転移のトリガーとな
る場合もある．そこで著者は，でき得る限り組織に
侵襲を与えずにすむ，非接触によるレーザーの照射
および非侵襲的温度管理によるLTを考案しその抗
腫瘍効果についても検討を行った．
実験材料と方法
　1．実験動物
　実験動物は体重3kg前後の雄性日本白色家兎を
用いた．家兎は空調設備のある動物飼育施設にて固
形飼料と水とで1週間以上飼育，環境に十分順応さ
せたうえで実験に供した．
　II．実験腫瘍
　実験腫瘍には家兎VX2癌を用いた．本腫瘍は当
科のおいて継代培養しているものを使用した．
　III．移植方法
　移植はネンブタール（ベントバルビタールナトリ
ウム，大日本製薬）を耳静脈より（30mg／kg）静注，
全身麻酔下に担癌家兎下腿筋肉内に継代培養された
VX2癌を細片として切り出し，ホモジネートした．
金属メッシュにて濾過したのち1500rpmで同培養
液を遠沈操作し，細胞浮遊液を作製した．家兎大腿
部を剃毛後，容積比20％のVX2癌細胞浮遊液0．5
ml（2。5×106個）を18　G注射針を用い，大腿部外側
皮下組織中に接種した．移植後，肉眼的に長径5mm
以上7mm未満の腫瘍を呈した個体のみを実験に供
した．
　IV．使用機械
　本実験における加温処置はNd－YAGレーザー装
置Molectron社製Mode1－6000を使用した．また温
度管理は銅コンスタンタン熱電対ならびにCHINO
社製赤外線放射温度計IR－AH8T1（写真1）を用い，
これにより連続測定されたデータ信号はコントロー
ラーCHINO：DB－1110デジタル指示調節計を介
し目標とする設定温度を維持するようレーザーの照
射間隔を制御した．加温処置中の温度変化のモニタ
リングにはGraphtec調製Thermal－array　corder
WR7700－8160　mm　8CH型記録計を用いた．
実験項目および観察項目
　1．クーリング法（表面冷却）に関する実験
　表面冷却方法として自家製冷却装置を用いた場合
と，表面注水による方法を用いた場合の両者を行っ
た．水温は室温水（22±1℃）と冷却水（3±1．C）と
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II．加温方法に関する実験
　実験は家兎大腿部正常組織を用いた．腫瘍中央に
対し先端出力10，15，20，25，30，40，50Wスポッ
ト径8，12，30mmで非接触にてレーザーを照射，
これと同時に空調コントロール（約22℃）されてい
る実験室内において，1の実験で行った表面冷却法
を併用した．各条件において，24Kメッキした20　G
留置針内郷を歯科用化学重合レジンにより3mm間
隔に7本を固定，深さ21mmまでを測定範囲とし，
家兎大腿部に刺入，各々の内貸内に銅コンスタンタ
ン熱電対プローブを挿入，プローブ先端が留置針先
端より僅か（約1mm）突出するようにセット，コン
トローラーと連動し目標温度に限りなく近づけつつ
制御を行い，皮下温度を測定した．加温スケジュー
ルは，腫瘍の熱耐性を考慮し週2回とし，また現在
臨床で用いられている6～10回のHTスケジュー
ルとVX2家兎の実験に対する耐用限度を加味し8
回照射とした．
　III．温度測定法に関する実験
　IIの条件にてレーザーを照射した場合の皮膚表面
温度の測定を赤外線放射温度計，又，ガラス製cham－
berを使用した場合はchamber底部に熱電対を固
定し測定した．深部温度もIIと同様の方法にて測定
し，各表面温度に対する深部温度の分布を求めた．
　IV．腫瘍体積の測定
　移植したVX2癌は処置後，触知できる硬結の範
囲を腫瘍の大きさとしてその最大径および最小径を
三日的に計測した．また，あらかじめ処置を行う前
の腫瘍径を計測しておき，
　　（t’×三下開脚×麟辱小径）2）
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の式により腫瘍体積を算出，処置前の腫瘍体積を1
としたときの各処置後の腫瘍体積比から発育曲線を
求め，対照群（非照射群）との比較を行った．
　V．病理組織学的観察
　各処置後の家兎は1回および8回照射後48時間
の炎症反応が最も著名に現れる時期に屠殺し，ただ
ちに大腿部より腫瘍を摘出した．腫瘍はホルマリン
固定を行い，通法に従ってパラフィン包埋し，腫瘍
中央部の組織切片を作製した．病理組織科学的観察
にはヘマトキシリン・エオジン染色を用いた．
　VI．免疫組織化学的観察
　同じく48時間経過後の家兎に，thymidineの類似
体であり，S期細胞に取り込まれる5－bromo－2’一
deoxyuridine（Brd－U，　Sigma社）25　mg／kgを耳静
脈より投与，1時間後のネンブタール（60mg／kg）を
静注投与し屠殺して腫瘍を摘出した．腫瘍はカルノ
ア固定を4時間行った後，無水エタノールに浸潰保
存しパラフィン包埋とした．組織切片は腫瘍中央部
を用いた．BrdUを取り込んだS期細胞を同定する
抗BrdUモノクローナル抗体および広範囲の分子
量のケラチンを認識できる抗ケラチン・ポリクロー
ナル抗体（Becton－Dickinson社）を用い，　Avidin－
biotin　peroxidase　complex　method（ABC法）に
て免疫組織化学的染色を行った．検索法としてラン
ダムに抽出した10視野の各々について
　　　　　　　　　　　　BrdU陽性細胞数　BrdU　labeling　index　（　　　　　　　　　　　　　　　　　 　）　　　　　　　　　　　　視野全体の細胞数
を計測し，レーザー照射群と対照群についてその有
意差検定を行った．
　VII．血管造影法ならびに観察
　血管造影法は照射24時間後，48時間後の動物に
対し行った．腹大動脈と下大静脈を露出し，20Gテ
フロン製カテーテル針（Baxter社）をそれぞれ動脈
と静脈に刺入，逆流を確認後絹糸（3－0サージロン）
にて結紮し固定した．動脈側より40℃加温2％ヘパ
リン加生食水を20mmHg定圧下に灌流して動脈側
より潟臆した．血管内の血液成分が排除され流出す
る灌流液が透明になるまで行い，次いで動脈側より
シリコンラバー系造影剤Microfil　MV－130（Canton
Bio－Medical－Products，　Inc．）を160　mmHg定圧下
に注入した．下半身が造影剤の色調（赤色）により
染色され静脈側より造影剤の流出が確認されるまで
行い，造影剤が充分に行きわたったことを確認した．
その後，腹大動脈と下大静脈を絹糸により結紮し造
影剤の漏出を防止し，周囲組織を含めて腫瘍を摘出，
10％ホルマリン液に浸漬し固定した．固定後，軟X
線発生装置（SRO－M50S　Sofron社製）を用い撮影
を行った．
　なお，VX2癌移植家兎のうちいずれの実験及び観
察もレーザー照射を行ったものをレーザー照射群，
レーザー照射を行わないものを対照群とした．
結 果
　1．クーリング法
　まず当初，皮膚の熱傷害を軽減する目的で，照射
と同時に空冷を行った．これは炭酸ガスジェットを
ファイバー先端でビームと平行に射出（10　1／分）し
たもので，深さ3mmを43℃に維持した場合，表面
温度は60℃にまで達し熱傷を形成してしまい不適
当であった．バルーンやボーラスといった柔らかい
材質を使用しているアプリケーターを用い，レーザ
ーファイバー先端にセットした場合，変形性が高い
ため皮膚表面に対する安定性が得られにくい点が問
題となった．次に，50m1のプラスチック製シリンジ
（Terumo社製）を改造したchamberを自作した．
これは，シリンジ外懐を途中切断し，切断面にポリ
エチレン被膜を固定，シリンジ先端側中央部に穴を
あけステンレス製ファイバー誘導パイプを固定しシ
リンジ内に水を灌流させ皮膚表面に対し圧接したも
のである．この方法により表面のダメージを極力少
なくすることが可能であったが，作製に時間を要し，
耐久性にも問題があった．次に，ガラス製chamber
を考案，chamber内にレーザーファイバーを設置，
熱電対をchamber下面，レーザースポット中心とな
るよう固定し表面温度を管理した．このchamberは
口腔内に応用した場合の操作性を考慮し直径15
mm，厚さ1mmとした．この際，内径は13　mmと
なるため，レーザースポットの径は12mmとした．
内部には冷却水を灌流させ大腿部皮膚表面に圧迫し
ない程度に接触させた（写真2）（図1）．VX2癌では，
42℃以下の温度では熱感受性は低く逆に45℃が人
体の限界とする報告16）もあることから，本研究でも
腫瘍組織内温度が43．Cとなるよう設定した．室温で
深さ3m が43℃となるようコントロールした結
果，22±1℃の冷却水にてクーリングした場合，レー
ザー出力が向上するため，深さ6㎜まで43．C前後
に達した．また3±1℃冷却水の場合，深さ12mmま
で43℃に達しており有効な冷却が得られた．生体に
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図1　ガラス製chamberによるレーザーサーミア
15℃以下の冷却を長時間行うことは実際上の応用
が難しいと思われた．また22±1℃の冷却水は室温
水として容易に供給できるため本温度を冷却水温度
とした．この方法は前述のものより耐久性，操作性
に優れており良好な冷却が行い得た．またこの場合
スポット径は12mmと規定したため，腫瘍の径が
12mm以上のものや，特に腫瘍表面が著しく不整な
ものでは本法では行い難く，他の方法としてより広
範囲をカバーできる注水による冷却法を検討した．
注水法の場合，放射温度計の焦点，水の影響を考慮
し，スポット径30mmと規定した．注水は恒温水槽
より循環ポンプで毎分2，4，61の水を側方約5，10，
15mmからそれぞれ照射部全体を覆うように流し
た．21／分では十分照射部を覆えず，61／分では水量
が多く不必要な部位まで冷却されるため水量は41／
分とした．注水口は腫瘍との距離が10mm以内では
レーザー照射の妨げとなり，10mm以上では所定の
部位への注水が不安定となるため10mmとした（図
2）．この条件による注水で水の被膜を形成すること
により，表面形態の不整にも対応し得ることが判明
した．
　II．加温方法
　22±1℃の水をガラス製chamber内に灌流させ
表面冷却を併用し，20W，スポット径12　mmの照射
条件とした場合，組織内温度は腫瘍中心の深さ6
mmまで43℃前後に達していたが，以下深部にいく
ほど温度上昇は少なく深さ9mmで42℃，深さ12
mmで41℃前後であった（図3）．本法において，15
W未満では最適温度が得られにくく，逆に25W以
上では深さ15㎜でも46℃以上になり不鞘であ
った．また同時に行ったスポット径の検討では組織
内温度はガラス製chamberでスポット径中心より
半径5mm（直径10　mm）以内で比較的均一な温度
分布を示し，HTとして温熱効果の期待できる温度
が得られた．このことから，本方法は直径10mm，
深さ6mmまでの腫瘍に有効と思われた．また注水
の場合，半径10mmまではHTとして温熱効果の
期待できる温度が得られた．半径15mmでは表面冷
却の影響が強く，半径20mmでは深さ12　mmまで
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図422±1℃注水法併用時組織内における43℃
　　分布3次元像
が体温以下となった．これに放射温度計の焦点距離
を考慮し，これらのことからスポット径は30mm程
度が適当と考えられた．この場合皮膚表面から10
mmまでの表層で43℃以上の範囲は直径21　mm，
深さ7mmの半球形を描き（図4），これより深部で
は逆の半球状を呈し，やや扁平な球形の範囲がHT
領域と考えられた．非接触レーザー照射と注水によ
るクーリング法を併用した場合では，腫瘍中心にお
いて，5～10Wでは温熱療法に必要な温度域に到達
しない．25W以上では組織内温度が深さ15　mmで
も45℃以上に上昇してしまい，深さ3～6mmでは
50℃にも達してしまう（図5）．また表面冷却を併用
せず深さ3mmを43℃にコントロールし，先端出力
20Wとした場合，深さ6mmで41℃，9mmで40。
C，12mmで39℃程度であった（図6，7）．そのた
め注水法でもガラス製chamberと同じく，20　Wを
先端出力とした．
　III．温度測定法
　ガラス製chamber併用の場合chamber下面に熱
O　3　6　9　12　15　18　21　（mm）
　　　　　　　　　　皮下深度
図522±1QC注水法併用時のpower別深部温度
　　変化
電対をスポット中心となるよう設置し表面温度を連
続測定した．また注水法併用の場合，照射スポット
中心の表面温度は赤外線放射温度計により非侵襲的
に連続測定した．1，IIの方法を用いた場合，表面温
度を30±1℃に維持することにより組織内温度は
chamber併用時で深さ6mmまで，注水法併用時で
深さ7mmまで43±0．5℃の加温が可能となった．
このデータをフィードバックしてこの表面温度に維
持されるよう照射時間を制御した．
　IV．腫瘍体積の測定
　レーザー照射群では2回照射以降，腫瘍体積の増
加は比較的緩やかであり，平均で1週間後1．89倍，
2週間後7．47倍，3週間後2221倍，4週間後では
42．46倍であった．これに対し，対照群では実験開
始1週間後2．75倍，2週間後19．54倍，3週間後で
49．86倍，4週間後には123．7倍と2週目以降急激な
体積の増加が認められた．この結果，3週目までは有
意差はないが，実験開始4週目（照射8回目）に（p＜
0．10）でレーザー照射群に増殖抑制傾向が認められ
た（図8）．
　V．病理学的観察
　対照群において実験開始時の腫瘍の性状は中分化
型の扁平上皮癌の形態を示しており，腫瘍全体にわ
たる胞巣形態を示し，腫瘍周囲では活発な細胞浸潤
がみられ，個々の細胞においても活発な細胞分裂像
（5）
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図6表面冷却をしない場合の組織内温度（Nd－
　　YAGレーザー非接触照射による組織加温）
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図7表面冷却をしない場合の組織内変化（Nd－
　YAGレーザー非接触1回照射48　h後）
がみられた．同時期レーザー1回照射直後の腫瘍細
胞は所々壊死に陥っており，軽度の胞巣形態の崩壊
がみられ，組織学的抗腫瘍効果の判定基準である大
星・下里ら23）24）の分類により評価した場合Grade
IIaに属すると思われた．レーザー照射48時間後の
腫瘍は腫瘍中心部に好中球主体の著しい壊死像が見
られた．周囲被膜には腫瘍全周にわたる腫瘍細胞の
残存が僅かに認められた．4週後（8回照射後）の病
理像では，腫瘍全体におよぶ著しい壊死像がみられ，
空胞を形成し細胞間は粗となっている．周囲被膜に
は一部腫瘍細胞の残存が確認され，ごく一部に細胞
の浸潤がみられた．腫瘍全体の抗腫瘍効果でみると
大星・下里ら23）24｝の分類のGrade　Ilbであると考え
られた（写真3，4）．
　VI．免疫組織化学的観察
　免疫組織学的には対照群では，BrdU陽性細胞が
細胞全体の49％（平均値0．49±0．045）を占めてい
たのに対し，レーザー照射群においては全体の28％
　　　1　　　　　　2　　　　　　3　　　　　　4　　　（週〉
　　　　　　　　　　経　　日
図8　腫瘍体積比二日的変化（V×2癌発育曲線）
（0．28±0．056）に減少しており（p＜0．001）で有意
差が認められた（写真5，6）．
　VII．血管造影法ならびに観察
　血管造影では対照群において腫瘍周囲の血管は腫
瘍の発育により形状が変化し，走行の不規則化，轡
曲，狭窄などの異常な血管像がみられたが腫瘍血管
網は比較的保たれていた．レーザー照射野ではこの
変化がさらに著明となり，血管内に血栓形成やフィ
ブリンの血管壁への沈着によると思われる腫瘍栄養
血管の狭窄，崩壊が認められた．また血管が所々分
断されたりしている部分が多くみられた．即ち造影
されている血管が極めて少なくなり，腫瘍組織への
血液の供給は貧困であり腫瘍発育には不利とみられ
た（写真7，8）．
考 察
　HTは，悪性腫瘍のうちでも比較的表層部に存在
するものに対して有効であり，化学療法や放射線と
の併用により，その治療成績の向上がみられる．ま
たHTは治療の第一選択としてばかりではなく，手
術不能進行癌や再発症例にも多くの適応があるとさ
れている．
　腫瘍細胞の温熱感受性についてGerweck3）らは
低pH，低酸素，低栄養状態において高く，逆にこれ
らは放射線に対し低感受性であると述べている．ま
たWestra4）らは放射線に対して抵抗性であるS期
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写真3　VX　2癌組織像，中分化型の扁平上皮癌形
　　態を示し，細胞において核分裂像もみられる．
　　（H－E染色，×200）
瀦 脚薄尻叩
第53巻第3号
写真4　レーザー1回照射48時間後のVX　2癌組
　　織像，癌胞巣形態の破壊，出血がみられ，全体
　　的に壊死に陥った細胞が認められる．（H－E染
　　色，×200）
　写真5VX　2癌Brd－U免疫組織化学染色像，　Brd－
　　　U陽性細胞は視野全体の54％に認められる。
　　　（核染色：ヘマトキシリン，×200）
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　　　キシリン，×200）
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の細胞に対しても温熱は有効であると報告してい
る．同じくEvans5）らは，放射線による潜在性致死障
害の修得（PLDR）は熱により抑制され，　PLDRは
癌細胞ではみられるが正常細胞では起こらないとし
ている．またさらに，Hahn6）らは正常組織では順調
な血流の冷却が期待できるため組織の温度上昇はわ
ずかであるが，腫瘍部位では血管異常により十分な
血流の供給がなくなり高温となるため殺細胞効果が
得られると述べるなど温熱は腫瘍に有効であるとの
報告は数多い．
　このHTに重要な温熱源として，従来マイクロ波
あるいはRadiofrequency（以下RF）などが用いら
れてきた．これらはいずれも組織内深達度は周波数
に依存するものであり，周波数が低い程深部の加温
が可能である．しかしマイクロ波ではその深達度が
やや劣っており，最近実用化された電波レンズ型ア
プリケーターでも周波数430MHzで4～5　cmが加
温の限界と言われている．またRFでは皮膚表面下
6cm程度まで加温できるが，皮下脂肪の加熱や腫瘍
周囲の正常組織まで加熱されるなどの欠点を有して
いる．既に頭頚部領域でもマイクロ波やRFなどに
よるHTの有効性は報告されているが，これらは周
囲に一定の健常組織の含む領域加温であり，正常組
織の障害を促す場合もある．しかも表面が凹凸に富
み，骨や含気空洞等が複雑に混在する頭頚部では，
電流分布や局所循環も多彩で組織内の発熱量も常に
均一とは限 ず，温度上昇も一様ではないなど未だ
技術的に困難な点が多い．そのため，これらの部位
の腫瘍に対し，加温エネルギーを腫瘍組織などの病
巣のみに選択的に用いるには，他に何らかの温熱源
（7）
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写真7　VX　2癌血管造影像（×1）
写真8　レーザー1回照射48時間後のVX　2癌血管造影像（×1）
　　一部に毛細血管の断裂がみられる
が求められた．
　近年この加温エネルギー源として低出力のNd－
YAGレーザーが注目を集め，レーザーサーミア
（LT）として臨床に応用されるようになった．LTは
その操作性や他の種々な特徴により，通常のHTで
は治療が困難であった部位の腫瘍にも適応が拡大さ
れることになった．1980年中原・福富ら7）は石英フ
ァイバーを組織内に穿刺してNd－YAGレーザーを
照射（20～30W，30秒）し，胃隆起性腫瘍の粘膜下
層までの凝固壊死を認め，深層での正確な治療効果
について報告している．同じく1983年にはSte－
phen。　G．一Bown2s）は低出力レーザーによる組織内
照射で腫瘍組織の壊死効果を確認している．1984年
鈴木ら26），恒川ら18）により低出力レーザーによる
LTが開発され，その有効性は温熱効果の他にNd－
YAGレーザー光自体の殺細胞効果にあると考え，
高出力エネルギーによる蒸散とは異なる腫瘍破壊機
序について報告している．田尻ら9）は組織培養癌細
胞の殺細胞効果は単なる加温よりもNd－YAGレー
ザーによる加温によるものの方が効果が強いことを
ヒト膵癌株移植マウスに対するLTの研究により報
告している．すなわち，光線力学治療（photodyna－
mic　therapy，　PDT）との併用により，その腫瘍の
ほとんど全てが壊死組織となり，単独でも面積比で
80％近い壊死組織を確認している．また，勿協zoで
も，対象，各単独条件に比べ併用療法群で腫瘍細胞
（8）
一　426　一 東京医科大学雑誌 第53巻第3号
の残存率viabilityの著しい低下を報告しており，
LTの作用機序を，加温効果，　Nd－YAGレーザーの
殺細胞効果と腫瘍血管の損傷と考えた．堀田ら10）は
実験的にPDTとNd－YAGレーザーのLTの併用
により抗腫瘍効果は増大し，これは前者は表層に，
後者は深部に作用するためとしている．さらに森山
らH）はヒト咽頭類表皮癌由来のHEP－2細胞が42．
C以上の温熱療法に対して感受性が高く，Nd－YAG
レーザーパルス波によるPDTで細胞増殖が著明に
抑制され，さらに温熱療法を併用するとほとんどの
細胞において，その生存が認められなかったとして
いる．LTは光学的加温の範疇に属しているが，　HT
に比べ一般的に以下のような新しい特徴があるとさ
れている．それは，LTがレーザーを加温エネルギー
源としていること，内視鏡で到達できる深部管腔臓
器の腫瘍を対象にでき，進行癌による狭窄の解除や
早期癌の根治的治療が可能であること，穿孔などの
重篤な合併症がないこと，1回の有効照射範囲が狭
いため繊細で複雑な外科的手術時のHTに適し全
身的影響がほとんどなく，全身状態不良な患者にも
適用できることなどである．しかし一方LTは，レ
ーザー照射時，その都度レーザー導光路や温度セン
サーを体内に挿入する操作が必要であるため，種々
の欠点も有する，すなわちこれらの刺入時の疹痛，
出血，体内に留置した状態のままでのリード線の皮
膚通過部位からの細菌感染等である．更に腫瘍組織
自体への刺激は，腫瘍の進行の励起や全身への転移
を促す可能性も有する．HTは高齢や全身的リスク
ファクターなどの根治手術が困難な場合，あるいは
高度進展例のようなもともと手術適応のないケース
もその対象としており，HT自体になんら副作用が
みられないという他の多くの癌治療と著しく異なる
利点を生かすためには，レーザーファイバー，温度
センサーの各々が組織に対し非接触，非侵襲的なも
のであることが望まれる．そこで本研究では完全な
非接触レーザー照射ならびに非侵襲的温度管理によ
るLTの確立を目標とした基礎的研究を行い，これ
らの諸条件を規定し，さらに本方法による腫瘍体積
の測定，病理的，免疫組織学的ならびに血管造影に
よる観察などによる抗腫瘍効果についても検討を行
った．
　Nd－YAGレーザーには水に反射されないという
特徴がある，またその波長特性から，照射エネルギ
ーの組織内吸収は表面下1mm以下のところが最も
強く，以下均一な組織内では類球形にエネルギーの
減衰が進むことが知られている．すなわち，より深
層までレーザー照射による温熱効果を得るためには
レーザー出力を上昇させる必要1生がある．しかしな
がら，出力を上げていくある段階で皮膚表面には熱
傷が生じてしまうため，このダメージを与える事な
く，深層まで温熱効果を得るには，皮膚表面におけ
る何らかの冷却法が必要である．本研究では，空冷
法，各種アプリケーターの考案，また直接の注水法
などについて検討したが，口腔のような狭い部位の
照射を想定し，小型のバルーンやボーラスといった
軟性のアプリケーターをレーザーに応用した場合，
腫瘍表面への圧接が不安定となり一定の照射域が得
られなかった．新たにシリンジとポリエチレンフィ
ルムを使用した自作のchamberでは良好な固定と
冷却が得られたが作製の繁雑さや耐久性に問題があ
った．そこで，ガラス製chamberを考案，　chamber
内にレーザーファイバーを設置，熱電対をchamber
下面，レーザースポット径12mmの中心となるよう
固定し，表面温度を管理した．内部には冷却水を灌
流させ大腿部皮膚表面に圧迫しない程度に接触させ
た．Ohyamaら27）は正常家兎の舌組織を41．5～43．
Cで30分LTを行った結果加温3日目で病理組織
学的には非照射部と差がなく，また加温後の組織変
化や反応の程度をアラキドン酸カスケード代謝物を
指標とした場合は12－HETE　5－HETE　PGE2は8
日目には両者間で差がないと述べている．これは正
常組織に対しての作用は極めて軽微であることを示
している．
　Dickson28）らはVX2癌では42℃以下の温度で
は熱感受性は低いとしており，坂本16）も41℃で腫
瘍の増殖抑制は認められなかったとしている．Mu－
ckleら29）はVX2癌で43℃lh／日，3日連続加温が有
効であると述べており，少なくとも43℃以上とす
る報告が多い．また45℃が人体の限界とする報告も
あり，これらことから本研究も腫瘍組織内温度が
43℃となるよう設定した．22±1℃の冷却水にてク
ーリングとした場合，深さ6mmまで43℃前後に達
し，良好な冷却が得られた．またスポット径中心よ
り半径5mm以内が均一な温度分布を示したことか
らガラス製chamberを用いた場合では，直径10
mm，深さ6mmまでの範囲の表在性腫瘍に対し有
効であることが確認された．なお凹凸がとくに著し
い腫瘍の径が12mm以上のものではホットスポッ
（9）
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トを形成してしまう可能性もあり，この様な場合の
先の結果で述べた注水によるクーリングを行った．
すなわち恒温水槽より循環ポンプで毎分41の水を
側方10mmから照射部全体を覆うように注水する
方法であり，他の条件では操作性に問題があり本条
件が適当と思われた．これにより多くの形態の腫瘍
に対して，冷却が可能であった．スポット径30mm
とした場合，組織内温度はスポット径より半径10
mmまではHTとした温熱効果の期待できる温度
が得られた．半径15mmでは表面冷却の影響が強
く，半径20mmでは深さ12　mmまでが体温以下と
なった．この場合，皮膚表面から深さ10mmまでの
表層で43℃以上の範囲は直径21mm，深さ7mm
の半球形を描き，これより深部では逆の半球状を呈
し，ややこの扁平な球形の範囲がHT領域と考えら
れた．注水法の場合は，排水の考慮も必要であるた
め，臨床上では腫瘍直径や表面の形態によりガラス
製chamberと注水法の使い分けが必要と思われた．
　これらの冷却法を併用し，レーザー出力は両者と
も20Wと規定したが結果の項でも述べたごとく
15Wでは十分な温熱効果が得られず，25W以上で
は逆に過熱となるため，20Wが適当と思われた．ま
た患部の温度監視については，従来銅コンスタンタ
ン熱電対等のセンサーを直接組織内に刺入する方法
が用いられてきた．これは先にも述べたが，患者に
対する苦痛，出血，感染，癌細胞の転移，増悪など
の不都合な点が多い．非侵襲的温度測定法では現在
までいくつかの方法が検討されている．しかしその
多くは実用化が難しく，わずかにNMRとマイクロ
波ラジオメトリが応用の可能性を有している．
NMRは水素原子核の磁化Moとその三和時間T、
は温度依存性であることを利用し，この両者のどち
らかを体外的に測定しようとする方法で，実用化す
れば理想的なものとなりうる．しかしこれらのパラ
メーターは温度以外の要因によっても変化する場合
もあり，それらの影響を除外するという困難な問題
があり，さらに装置が大掛かりになりすぎるきらい
もある．
　またマイクロ波ラジオメトリは，生体がその内部
で温度に比例して放射するマイクロ波熱雑音電力を
体外的に測定するものである．しかしこれも測定可
能な深部に問題があり非侵襲性の温度測定は未だ確
立されたものがない．ここでは表面温度と深部温度
との関係をフィードバックすることで，表面温度中
心の計測による非侵襲的温度管理を考案した．ガラ
ス製chamber冷却法の場合，銅コンスタンタン熱電
対をchamber下面中央に固定させる方法で，また注
水法の場合は放射温度計を用いた．実験の結果で示
したように，いずれの方法においても表面温度を
30±1℃に維持することにより組織内温度は深さ6
mm（注水法では7mm）まで43±0．5℃の加温が可
能となり良好な測定値が得られ，十分応用可能と考
えられた．特にこの放射温度計は主に工業用にもち
いられているが，本研究の結果より，LTの温度測定
を行う場合の温度測定機として有用性が示された．
　これらの条件のもと実際の抗腫瘍効果を検討する
ためVX2家兎を用いて実験を行った．このVX2癌
は，1952年Rousら30）によって，イエウサギの癌種
から可移植性の癌細胞株として分離したもので，イ
エウサギの筋肉内に約80～150世代にわたって累代
移植を続け，今日におよんでいるものである．これ
は多くの研究者によりその組織型，増殖形態，可移
植性が確認されてきており操作性にも優れている．
また顎口腔領域に発症する悪性腫瘍の多くが扁平上
皮癌であり，ヒト扁平上皮癌に類似した点の多い本
腫瘍を実験に用いた．抗腫瘍効果の腫瘍体積の測定
では，VX2癌に対するMicro－wave　HTでは腫瘍体
積の縮小効果は認められなかったとする報告16）も
あるとおり，本研究においても腫瘍体積は対照群で
4週目での間に段階的な増殖をみるのに対し，レー
ザー照射群でも増殖抑制は著明ではなかった．わず
かに4週目に対照と比べ抑制傾向（p〈0．10）が認め
られたが著明な変化としては，やはり病理に多くそ
の差を認めた．LT照射の病理所見として坂本16）は
腫瘍細胞変化は核濃縮，核崩壊および核融解や好酸
性変性が主な変化としており，病理組織像での対照
群の活発な細胞性状に比較し，レーザー照射群では
腫瘍細胞全体に著明な壊死像や胞巣形態の崩壊がみ
られ，これは腫瘍特有の温熱感受性によるものと考
えた．鳴海ら20＞もラット移植腫瘍を42．5±0．5℃に
40分加温した場合，腫瘍血管のみに著明な鯵血と拡
張がみられ24時間後には腫瘍全体が著明な出血性
壊死に陥ったと報告している．本研究においてもレ
ーザー照射を繰り返すことにより抗腫瘍効果は顕著
となり実験開始4週目（レーザー照射8回目）では
腫瘍全体におよぶ著しい壊死像を認め，腫瘍細胞間
の空胞化がみられ，明らかに差が認められた．これ
は，印牧・恒川ら18）19），さらに田尻ら9）のレーザー導
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光路刺入によるLTとほぼ同じ結果が得られてお
り，本方法によるLTでも結果は十分評価できると
考えられた．
　免疫組織学的検討では，BrdU陽性細胞が対照群
で細胞全体の49％を占めているのに対し，LT群で
は全体の28％と明らかな減少が確認された（p＜
0．001）．このことにより腫瘍細胞の発育抑制が認め
られ抗腫瘍効果が確認された．また，これら抗腫瘍
効果の一因として考えられている血液供給量の減少
についてBadylakら31）は加温による血管の損傷は
腫瘍および周囲組織の壊死，虚血性変化をもたらし，
抗腫瘍効果として重要と述べている．加熱により腫
瘍周囲の血管が障害を受けることにより，腫瘍の流
入する血液の供給が欠乏し，組織は低酸素状態とな
り，またpHも低下することにより熱感受性が一層
充回し，島細胞効果がさらに促進する．これらのこ
とから腫瘍血管の果たす役割は重要であり，血管系
の変化を知ることは治療効果を知る上でも大切であ
る．
　大槻ら32）は家兎VX2癌を43℃に加温し，3時間
後の血管造影では動脈の狭小化，途絶がみられ，24
時間以後では徐々に回復したが組織学的には血管障
害ならびに血栓形成がみられたと述べている．また
坂本ら16）は腫瘍内血管の組織学的変化は温度によ
り異なり，43，45℃加温群における変化がフィブリ
ンの血管壁への沈着による血管内腔の狭窄，血栓形
成などの可逆的変化でも起こりうると述べている．
今回の血管造影においては，対照群での豊富な血管
網に比べ，レーザー照射群では血管網の破壊，血管
内腔狭窄がみられる等，腫瘍への血液の供給減少が
確認された．加温方法の手段の違いにより若干所見
に違いはみられるが，いずれにせよ本法を用いても
良好な抗腫瘍効果が得られている．以上従来のHT
と比較しても本成績と大差はなく，本方法による非
侵襲的温度管理による非接触LTが腫瘍抑制に対し
有効な方法であることが示唆された．
結 語
非侵襲的温度管理システムを併用した非接触LT
の可能性について，家兎VX2癌を用いて検索した．
　1．皮膚表面に熱傷による損傷を負わせることな
く，より深部までLTを行うためのクーリング法と
して直径15mm，厚さ1mmのガラス製chamber
に22±1℃の冷却水を灌流させる方法が推奨され
た．また腫瘍の径が12mm以上で特に凹凸の著明な
場合には22±1℃，41／分の注水による方法が応用可
能であった．
II．家兎に対してNd－YAGレーザー照射（20　W，
20分）を行った場合の組織の温度分布を計測した結
果，ガラス製chamberの場合，スポット径12　mmで
直径10mm，深さ6mmまでの半球状の範囲が43℃
の加温状態にあることが確認された．また注水法の
場合，スポット径30mmで直径21　mm，深さ7mm
の半球形を描き，おのおのこの範囲の腫瘍に対して
有効であると思われた．
　III．温度管理法ではガラス製chamberでは，下面
中央のレーザースポット径中心に銅コンスタンタン
熱電対を，注水法では赤外線放射温度計を用いるこ
とにより非侵襲的な温度管理が可能であった．
　IV．腫瘍体積を測定した結果LTを行った群にお
いては対象群と比較して4週目において腫瘍発育の
抑制傾向（p＜0．10）が認められた．
　V．病理組織学的には実験開始第4週（8回照射）
で腫瘍組織全体におよぶ壊死，癌胞巣パターンの破
壊が確認された．
　VI．免疫組織学的所見では腫瘍内におけるBrdU
陽性細胞のLabeling－indexを検索した結果，対照群
が細胞全体の49％（平均値0．49±0．045）を占めて
いたのに対しLTを行った群では28％（平均値
0．28±0．056）と減少しており，危険率（p＜0．001）
で有意差が認められた．
　VII．腫瘍血管の変化について，　Microangiogra－
phyによる検索を行った結果，　LTを行った群にお
いては血管内に血栓形成やフィブリンの血管壁への
沈着によると思われる血管内腔の狭窄や血管の崩
壊，断裂が認められ対象より明らかに腫瘍周囲の血
管を与える障害が大きかった．
　VIII．以上による本研究で考案された非侵襲的温
度管理による非接触性のLTは，従来の方法より患
者に対し，より安全に苦痛なく，又効果的にも十分
有効に行い得る方法として臨床応用可能と考えられ
た．
　稿を終えるに臨み，終始ご懇篤なるご指導とこ校
閲を賜りました恩師内田安信教授に深甚なる感謝の
意を捧げるとともに，本研究の遂行にあたりご指導
を頂きました成田令博教授，工藤泰一一xe師に心から
感謝いたします．またこ校閲を頂きました小森康雄
講師ならびに小川純博士，本学第2病理学教室小野
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先生方に心から謝意を表します．
　本研究の要旨は，第10回日本レーザー医学会大会
（1989年10月，旭川），第44回日本口腔科学会総会
（1990年4月，鳥取），第45回日本口腔科学会総会
（1991年5月，京都），第5回日本レーザー歯学会
（1993年11月，東京）において発表した．
　なお，本研究の一部は，内田安信教授が受けた平
成元年度文部省科学研究費補助金，一般研究C（課
題番号01571104）に援助によることをここに記して
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Laser　Hyperthermia　in　Oral　Surgery　Using　lrradiation
　　　　and　Thermometry　and　its　Antitumor　Effects
Katsuyuki　EBINA
Department　of　Oral　Surgery，　Tokyo　Medical　College
　　　　　（Director：Professor　Yasunobu　Uchida）
　　The　clinical　efficacy　of　laser　hyperthermia　and　the　mechanism　of　tumor　cell　destruction　by　this　method
has　been　reported　by　several　investigators．　For　effective　and　safety　clinical　results　in　laser　hyperthermia
the　most　appropriate　cooling　system　is　necessary．　To　develop　this　the　least　invasive　irradiation　and
thermometry　methods　should　be　used．　ln　an　attempt　to　develop　an　ideal　Nd－YAG　laser　system　for　laser
hyperthermia，　a　non－contact　laser　probe　was　chosen，　since　it　was　considered　to　be　less　invasive　than　the
contact　type．　After　discussion　of　various　types　of　cooling　apparatus，　the　water　pouring　method　and　glass
chamber　method　were　adopted．　ln　a　pilot　experiment，　normal　rabbit　skin　was　irradiated　by　Nd－YAG
Iaser　（20W，　20　minutes）　under　either　the　water　pouring　cooling　system　or　glass　chamber　method．　Then
the　temperature　distribution　was　measured．　A　hemisphere　like　area　with　a　diameter　of　10　mm，　and　depth
of　6　mm　was　found　to　be　heated　to　430C，　when　using　a　spot　diameter　of　12　mm　and　glass　chamber
cooling．　The　same　area　with　a　diameter　of　21　mm　and　depth　of　7　mm　was　heated　to　430C　when　using
a　spot　diameter　of　30　mm　and　water　pouring　cooling．　Thus，　these　areas　were　considered　to　be　effective．
Rabbits　bearing　VX2　carcinoma　were　treated　by　this　hyperthermia　system　twice　a　week．　Untreated
rabbits　bearing　VX2　carcinoma　were　employed　as　controls．　Tumor　mass　volume　was　observed　and
tummor　growth　inhibition　was　recognized　at　4　weeks　（p〈O．10）．　Histopathology　revealed　degenerative
tumor　cells　at　4　weeks．
　　BrdU－labeling　indices　were　calculated　and　a　significant　difference　was　observed　between　the　experi－
mental　and　the　control　group　（p〈O．OO　I）．　The　changes　in　tumor　blood　vessels　were　examined　by
microangiography．　ln　the　experimental　group，　thrombosis　and　destruction　of　vessels　were　boserved．
Consequently，　this　system　was　considered　to　be　applicable　for　clinical　use．
〈Key　words＞　Laser　hyperthermia，　Non－contact　irradiation，　Non－invasive　thermometry，　VX2　carcinoma，
　　　　　　　　　　　Cooling　system．
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